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RESUMEN

Actividad biocontroladora de ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa sobre

hongos patdgenos de mani.

Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani y Sclerotium
rolfsii son agentes patdgenos en el cultivo de mani y son considerados limitantes de la produccion
de este cultivo en el pais. El control habitual de estos patégenos se realiza con fungicidas de tipo
sistémico, que incrementan los costos de produccion, pueden inducir la resistencia del patégeno y
tienen un impacto negativo en el ambiente. Por tanto, se llevd a cabo este estudio con el propésito
de buscar alternativas amigables con el ambiente, que formen parte de un paquete tecnoldgico
eficaz de control. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la accion biocontroladora que los
ramnolipidos producidos por la bacteria Pseudomonas aeruginosa tienen sobre hongos patégenos
de mani. Los ramnolipidos producidos por la bacteria y obtenidos por diferentes métodos y en
distintas concentraciones fueron aplicados sobre tacos de hongos en un medio de cultivo de Agar
Papa Glucosado in vitro en condiciones controladas. Los resultados demostraron la capacidad que
tienen los biosurfactantes para controlar el crecimiento y/o desarrollo de los patdgenos, ya que
Pseudomonas aeruginosa logré reducir en la mayoria de los casos el crecimiento en mas de un
50%, aunque también hubo inhibiciones de crecimiento del 100%. Los resultados de esta
investigacion muestran el potencial que tienen los biosurfactantes para el control de patdégenos de
mani.

Palabras clave: biosurfactantes, ramnolipidos, condiciones controladas, patdgenos, mani,
Pseudomonas aeruginosa.
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SUMMARY

Biocontrol agent of rhamnolipids produced by Pseudomonas aeruginosa on pathogenic fungi

of peanut.

Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani and Sclerotium
rolfsii are pathogenic agents in peanut cultivation and are considered limiting the production of this
crop in the country. The usual control of these pathogens is made with systemic fungicides, which
increase production costs, induce resistance of the pathogen and have a negative impact on the
environment. Therefore, this study was carried out in order to find environmentally friendly
alternatives, which are part of an effective technological control package. The objective of this
research was to evaluate the biocontrol action that the rhamnolipids produced by the bacterium
Pseudomonas aeruginosa had on pathogenic peanut fungi. The rhamnolipids produced by the same
and obtained by different methods and in different concentrations were applied on fungi blocks in a
culture medium of Glucose Papa In vitro under controlled conditions. The results demonstrated the
ability of biosurfactants to control the growth and / or development of pathogens, since
Pseudomonas aeruginosa was able to reduce in most cases growth by more than 50%, although
there were inhibitions of growth of 100 %. The results of this research show the potential of

biosurfactants for the control of peanut pathogens.

Key words: biosurfactants, rhamnolipids, controlled conditions, pathogens, peanut, Pseudomonas

aeruginosa.



INTRODUCCION

Los surfactantes son compuestos que influyen por medio de la tensién superficial en la
superficie de contacto entre dos fases (liquido — liquido o liquido — aire), propiedad determinada
por la estructura de su molécula. Son compuestos anfibdlicos, es decir que estan formados por
dos partes con diferente relacién con los solventes, una de ellas tiene afinidad por solventes
polares como el agua, y la otra por solventes apolares (por ejemplo aceite).

Existe una amplia variedad de microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar
compuestos de este tipo, los cuales se denominan biosurfactantes. Entre los microorganismos
productores de importancia hay bacterias, hongos y levaduras (Banat et al., 2010; Satpute et al.,
2010). Los diferentes tipos de biosurfactantes tienen diversas propiedades fisico-quimicas y
estructurales y en base a ello se clasifican en glicolipidos, lipopéptidos, lipidos neutros,
fosfolipidos, &cidos grasos y compuestos poliméricos (Amaral et al., 2010; Cameotra et al.,
2010; Pacwa-Plociniczak et al., 2011). En los microorganismos, se ha propuesto todo un
espectro de funciones de estos compuestos, como el acceso a los nutrientes, el movimiento y
competencia celular, la patogénesis de animales y plantas, la comunicacién celular y la unién a
superficies (Neu, 1996; Ron y Rosenberg, 2001; Van Hamme et al., 2006). De todas ellas,
quizas la mas ampliamente discutida sea la funcién de permitir a los organismos que los
sintetizan, el acceso a los nutrientes gracias a su accién emulsionante y solubilizante sobre
sustratos poco solubles en agua. Es por esto que los microorganismos productores de
biosurfactantes ganan competitividad respecto a aquellos no productores en cuanto a la
biodisponibilidad de nutrientes. Por otra parte, muchos de ellos han demostrado su accion
antimicrobiana, en general, con efectos mas marcados sobre microorganismos Gram positivos
gue sobre Gram negativos, debido a diferencias en la estructura de su pared celular. Asi mismo,
también se han encontrado propiedades antifingicas y antivirales en algunas de estas moléculas
(Sachdev y Cameotra, 2013).

Se considera que los biosurfactantes son agentes dispersantes y humectantes cuando son
sintetizados por microorganismos que provocan infecciones en animales y plantas. En el caso de
las plantas, estos aumentan la humedad al interaccionar con la capa cuticular cérea hidrofobica
que las recubre lo que puede favorecer la infeccion (Sachdev y Cameotra, 2013). Estas
propiedades y la necesidad de realizar practicas agricolas e industriales respetuosas del medio
ambiente, han generado un marcado interés para la caracterizacion de los biosurfactantes ya
descriptos como asi también para la bldsqueda de nuevas moléculas (Rodrigues et al., 2006;
Nitschkey Costa, 2007; Lourith y Kanlayavattanakul, 2009; Banat et al., 2010; Das et al., 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/Tensi%C3%B3n_superficial

Biosurfactantes frente a surfactantes sintéticos

Los problemas ambientales que lleva aparejado el uso de los surfactantes quimicos, ha
generado que se acrecente el interés por el uso de los biosurfactantes (Kitamoto et al., 2002;
Rahman y Gakpe, 2008). Estos presentan algunas ventajas frente a los surfactantes quimicos:
- Biodegradabilidad, baja toxicidad y biocompatibilidad: son las caracteristicas relevantes que
suscitaron el interés sobre los biosurfactantes. Los surfactantes quimicos presentan alta
resistencia a la degradacién por microorganismos Yy alta toxicidad cuando se acumulan en el
medio ambiente. La biocompatibilidad es esencial para su aplicacion en medioambiente,
cosmética, industria farmacéutica y como aditivos en la industria alimentaria.
- Diversidad de estructuras y propiedades fisico-quimicas: son moléculas complejas producto
del proceso evolutivo y acorde con las necesidades de los microorganismos que las producen.
Esto se traduce en una alta especificidad.
- Importante actividad superficial, con adsorcion gradual y actividad continuada: esto hace que
la eficacia se equipare y en algunos casos aventaje a la de los surfactantes quimicos.
- Efecto en condiciones extremas de temperaturas, valores de pH, fuerza idnica y presion:
caracteristicas notables para su potencial empleo en la industria, la medicina y el medio
ambiente, donde frecuentemente los procesos requieren exposiciones a condiciones extremas.

A pesar de estas ventajas, por el momento la mayoria de los biosurfactantes aiin no son
de gran aplicacion como los productos de sintesis quimica, debido esencialmente a tres aspectos
principales, los cuales deben mejorarse para intensificar su produccion y empleo y que son el

costo, la funcionalidad y la capacidad de produccién (Lin, 1996; Mukherjee et al., 2006).

Ramnolipidos

Dentro de los biosurfactantes, los glicolipidos son los mas estudiados debido a su alta
tasa de produccion y a la utilizacion de sustratos renovables como fuente de carbono por parte de
los microorganismos productores. Dentro de los glicolipidos con propiedades biosurfactantes se
encuentran los ramnolipidos, producidos por diversas especies de bacterias destacandose
Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria Gram negativa, pertenece a la clase Gamma
Proteobacteria segun la secuenciacién de rRNA 16s, y a la familia Pseudomonadaceae. Son
bacilos rectos o ligeramente curvados con flagelo polar no fermentativas y desnitrificantes,
pudiendo utilizar nitrato como aceptor de electrones incluso en presencia de O.. Es un
microorganismo ecolégicamente importante, pudiendo encontrarse en suelo y agua, y ser

potencialmente patégena de plantas y animales (Madigan et al., 1997).



La sintesis de ramnolipidos estd regulada por un sistema sensor de quérum o de
sefializacién célula-célula (Ochsner y Reiser, 1995). Se trata de una regulacion genética
dependiente de la densidad celular mediada por la acumulacion en el medio externo de una o

méas moléculas sefal, las cuales son permeables a la membrana.

Accidn controladora sobre patégenos de plantas

Se ha demostrado que algunos biosurfactantes tienen actividad antagonista frente a
patdgenos de plantas (biocontroladores), y son considerados como una promisoria alternativa al
control por métodos quimicos, lo que permitiria lograr una agricultura sustentable (Nihorimbere
et al., 2011). Estudios a campo, han demostrado el rol de los biosurfactantes en la mejora de la
actividad contra insectos (Jazzar y Hammad, 2003) y en hongos como Aspergillus sp., los cuales
infectan semillas de cultivo como algodén, mani y maiz durante el almacenamiento, asi como en
la produccién a campo (Rodriguez y Mahoney, 1994). Algunos de los ejemplos referenciados y
que demuestran este accionar biocontrolador de los ramnolipidos son: el control contra el pulgén
verde del durazno (Myzus persicae) por parte de Pseudomonas sp EP-3aislada de suelo (Kim et
al., 2011); la lisis de las zoosporas del oomicete patdgeno Phytophthora capsici, agente causal
del damping-off de pepino (Kruijt et al., 2009) asi como cultivos de soja y mani por parte de
Pseudomonas putida; la inhibicion del crecimiento del hongo patégeno Pythium ultimum (agente
causal del damping off de raices de plantas de hortalizas y cultivos extensivos), de Fusarium
oxysporum (agente causal del marchitamiento en soja por ejemplo), y Phytophthora cryptogea
(causa la pudricién de las frutas y las flores) por parte de Pseudomonas fluorescens vy
Pseudomonas aeruginosa (Hultberg et al., 2008 a y b); el biocontrol contra Verticillium
microsclerotia, causante de la podredumbre de la papa y de Rhizoctonia solani, agente causal de
numerosas enfermedades en plantas mediada por ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa
(Debode et al., 2007).

Los ejemplos anteriores demuestran que los biosurfactantes se encuentran bien
documentados en la literatura, debido a la promocion de crecimiento de las plantas por el efecto
perjudicial sobre los agentes patdgenos. Por lo tanto, estos biosurfactantes y/o la produccion de
microorganismos de estas moléculas son posibles sustitutos de pesticidas e insecticidas que se
utilizan actualmente en la agricultura, los cuales en su gran mayoria son téxicos y no
biodegradables, acumulandose en los suelos y contaminado el agua y los alimentos. Pero atin no
existen evidencias experimentales de tratamiento con ramnolipidos en cultivos de extension que
sufren del ataque de variados patdégenos, como por ejemplo el mani y que sera el cultivo a

ensayar en nuestro caso.



El cultivo de mani

El mani pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae y género Arachis
(Lavin et al., 2001; Doyle y Luckow, 2003). Del género, solo A. hypogaea L. tiene importancia
agronémica y es conocida como mani o cacahuete. Las plantas de mani son anuales con un
crecimiento indeterminado y son utilizadas como fuente de materia prima para las industrias
aceiteras y de confiteria, ademas de su exportacién, como producto primario o elaborado
(Cholaki et al., 1983). La parte aérea también es empleada como alimento para cerdos y ganado,
incluso un producto residual como lo es la cascara estda siendo empleada en nuevos
emprendimientos comerciales (Gatani y Arguello, 2005).

Actualmente el mani es cultivado en diferentes regiones del mundo y la produccion
mundial estimada es de 35,98 millones de toneladas. De acuerdo al Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA), China lidera la produccién de mani teniendo un 37,5% de la
produccion total, seguido por India, Estados Unidos, Argentina y Vietnam. En Argentina un
87% de la produccion de mani tiene lugar en la Provincia de Cordoba, obteniéndose un grano de
gran calidad y donde casi toda la produccion es exportada a la Union Europea, Indonesia y
Canada  (Secretaria de  Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos 2008

<http://www.sagpya.mecon.gov.ar>). La proyeccion de superficie de siembra de mani en

Argentina hacia el 2015 se estima en 280 mil ha, contra las 250 mil previstas para esta Gltima
campafia 2013-2014. Su cultivo constituye una de las principales economias regionales ya que
emplea en la provincia de Cérdoba a unas 10.000 personas en forma directa, existiendo unas 25
plantas procesadoras, entre las cuales se encuentran cooperativas, empresas de capitales
nacionales e internacionales y esta actividad contribuye al sostén econdmico de numerosos
pueblos del interior de la provincia (SAGPyA 2004). Debido al potencial productivo existente y
a la baja demanda de consumo interno, el mani es un producto que se siembra principalmente
para exportar y asi nuestro pais se ha transformado en el segundo exportador mundial de mani,
detras de China, y es el principal proveedor de mani tipo confiteria para la Unién Europea

(Cémara Argentina de Mani, <http://www.camaradelmani.com.ar>). Las exigencias del mercado

de consumo para con los productos exportados, implican un desafio no solo para el sector
agroindustrial, sino para el sector académico-cientifico el cuél debe aportar conocimientos que
permitan una agricultura sustentable y respetuosa a fin de optimizar la produccién de mani
(Andreani, 2009).


http://www.sagpya.mecon.gov.ar/
http://www.camaradelmani.com.ar/

Los hongos en el cultivo de mani

Las pérdidas de cosecha que producen las enfermedades causadas por hongos de suelo
en mani han sido sefialadas explicitamente por el sector productivo, como uno de los principales
factores de la crisis de este cultivo a fines de la década de 1990. Las pérdidas por hongos del
suelo fueron entonces, una de las causas en la disminucion del &area sembrada y el
desplazamiento del cultivo hacia el sur como estrategia de “escape” a este problema sanitario.
Los patdgenos cominmente encontrados causando muerte de plantas y/o podredumbre de vainas
en un cultivo de mani son, el tizon del mani (Sclerotinia minor y S. sclerotiorum), el
marchitamiento del mani u hongo blanco (Sclerotium rolfsii), la podredumbre parda de la raiz
(Fusarium solani) y damping off (Rhizotocnia solari) (March et al., 2004).

La muerte de plantas es como consecuencia de la accion de estos organismos a nivel de
raiz y cuello donde se inicia la infeccidn, se observa en la parte aérea un marchitamiento total o
parcial de las ramas, las que van adquiriendo una coloracién castafia hasta que se produce la
muerte de las plantas. Los dafios causados se acentGan a medida que avanza el otofio
manifestandose con mayor intensidad y en forma mas generalizada cuando las plantas se
encuentran en el periodo de llenado de vainas (fines de febrero en adelante) (Pedelini, 2008).

La podredumbre de frutos (podredumbre de cajas y granos) que produce la destruccion
parcial o total de los mismos, es de gran importancia en la produccién de mani. Cuando las
condiciones climéticas impiden la cosecha oportuna, las pérdidas pueden ser cuantiosas. Los
hongos asociados a esta enfermedad son comunes a los causales de podredumbre de raiz y tallo.
El control de estas enfermedades resulta dificil ya que los agentes causales permanecen en el
terreno a través de sus formas de resistencia o viven sobre restos vegetales. Las enfermedades
fangicas, especialmente las producidas por fitopatdgenos, limitan la produccién de esta

leguminosa en toda la provincia. (Pedelini, 2008).



Hipotesis
Los ramnolipidos producidos por la bacteria Pseudomonas aeruginosa poseen actividad

biocontroladora inhibiendo el crecimiento de hongos patdgenos de cultivos de mani.

Objetivo General

Estudiar la produccion y el efecto de los ramnolipidos sintetizados por la bacteria
Pseudomonas aeruginosa sobre el crecimiento de hongos patégenos de mani, cultivo de gran
importancia econdmica en la region. De esta manera se pretende aportar al conocimiento general
de estos procesos, datos que seran relevantes y que podran ser utilizados para modificar précticas

agrondmicas que provocan situaciones adversas en nuestro medio ambiente.

Obijetivos especificos
1- Optimizar la produccién de ramnolipidos por la bacteria Pseudomonas aeruginosa
PAO1, modificando la composicion del medio de cultivo y las condiciones de
crecimiento.
2- Estudiar el efecto de los ramnolipidos producidos sobre el crecimiento de hongos

patégenos de mani.



MATERIALES Y METODOS
El trabajo se llevd a cabo en el Departamento de Biologia Molecular de la FCEFQyN,
la cual dispone de toda la infraestructura necesaria para el desarrollo de este plan de tesis. A

continuacion se detalla el material de estudio y los procedimientos experimentales.

1- Organismos y condiciones de cultivo

Microorganismos:

Se utilizé la bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1 obtenido del Centro de Coleccion de
la Universidad de Washington (EEUU). Los hongos utilizados, patégenos de mani, fueron:
Fusarium solani; Sclerotinia minor; Sclerotinia sclerotiorum; Sclerotium rolfsii y

Rhizotocnia solani, los cuales fueron cedidos gentilmente por la Dra. Susana Rosas (UNRC).

Medio de cultivo y optimizacion de la produccion de ramnolipidos:

El in6culo bacteriano fue crecido en medio LB (Tripteina 1g/litro; extracto de levadura
0,5¢/litro; NaCl 0,5 g/litro) por 24 h. a 37°C y 150 rpm de agitacién. Luego se inocul6 al 1%
en el medio de cultivo descripto en Silva et al., (2010), utilizado para la produccion de
ramnolipidos. EI mismo contiene 0,05 g/L de MgSQyq; 0,1 g/L de KCI; 2,0 g/L de citrato de
sodio; 0,28 g/L de FeCls; 1.4 g/L de ZnSO4; 1,2 g/L de CoCly; 1,2 g/L de CuSO4y 0,8 g/L
de MnSO4. Como fuente de nitrégeno se utiliz6 NaNOs al 0,3% y como fuente de carbono
glicerol al 3%. La optimizacion de la produccion de ramnolipidos se realizé variando la
fuente y concentracion del compuesto carbonado en el medio y comparando el rendimiento
con la fuente utilizada como control (glicerol). Se ensay6 con aceites vegetales, desechos de
la produccion de bioetanol (glicerol rico) y derivados de petrdleo (Silva et al., 2010).

Para el crecimiento de los hongos y los ensayos de biocontrol, se utiliz6 el medio sélido agar
papa glucosa (APG), utilizado como cultivo de referencia para hongos
(https://www.atcc.org/~/media/ CFIB6EC132F649ED97753F8444E3FE61.ashx) en  los

casos en que fue necesario, se suplementé el medio APG con Estreptomicina (100 pg/ml)

para evitar el crecimiento bacteriano. El control negativo de la actividad biocontroladora se
realiz6 utilizando medio de cultivo estéril y para el control positivo se utiliz6 el fungicida
Vitavax® Flo (Laboratorio CKC — Argentina).

2- Cuantificacion e identificacion de los ramnolipidos producidos
La cuantificacion de la molécula bacteriana se realizé por el método de antrona (Dardanelli

et al., 1997). Brevemente: las células fueron separadas del medio de cultivo por


https://www.atcc.org/~/media/CF1B6EC132F649ED97753F8444E3FE61.ashx

centrifugacién (aprox. 8000 rpm durante 10 min). EI medio libre de células se colocd en
tubos de plastico tipo eppendorf y se llevaron a 200 pl de volumen final con agua destilada.
Se agreg6 1 ml del reactivo de antrona (0,2% de antrona P/V en H,SO4 75%). Los tubos se
llevaron a temperatura de ebullicion por 15 minutos y se medié la absorbancia en

espectrofotometro a 625 nm.

3- Ensayos de biocontrol

Para la evaluacion de biocontrol se llevaron a cabo dos ensayos distintos:

- Ensayos de biocontrol con medio de cultivo conteniendo ramnolipidos, en los cuales se
estudio el efecto de los ramnolipidos sobre el crecimiento de los hongos.

- Ensayos de biocontrol sobre discos en diferentes concentraciones de ramnolipidos.

El primer ensayo de biocontrol con medio de cultivo conteniendo ramnolipidos se realizé
teniendo en cuenta el trabajo publicado por Goswami et al. (2013). Brevemente, a partir de
un cultivo crecido de la cepa P. aeruginosa en el medio de produccion, se obtuvo el
sobrenadante por centrifugado. Luego el mismo fue autoclavado y se cuantifico la
concentracion de ramnolipidos por el método de antrona. EI medio de cultivo utilizado fue
el Agar Papa Glucosado (APG), en el cual los hongos se desarrollan.

Para el ensayo de la actividad biocontroladora, se agregd al medio APG medio libre de
células para obtener una concentracion final de ramnolipidos de 0,1 g/litro y de 1g/litro. Al
control negativo no se le adicion6 ramnolipidos. Se midi6 el diametro de crecimiento en las
condiciones tratamiento y se compard con el crecimiento en la condicion control (sin
ramnolipidos).

El segundo ensayo de biocontrol sobre discos en diferentes concentraciones de
ramnolipidos, se realiz teniendo en cuenta el trabajo publicado por Sha et al. (2011).
Brevemente, el ramnolipido purificado por el método de Janek (Janek et al., 2010),
obtenido de la cepa de manera similar al anterior, fue inoculado en discos tipo Whatman de
25 mm? de superficie hasta saturaciéon del mismo y para ello se utilizaron dos
concentraciones, una de 80 ug y otra de 160 pg . Luego los discos fueron colocados en
placas de APG, junto a los controles negativo (disco solo) y positivo (Vitavax, dosis de
trabajo). La cepa del hongo a ensayar, se colocé en el centro de la placa a partir de un taco
de 5 mm obtenido de una placa de APG donde el hongo crecié durante 7 dias en estufa a
una temperatura de 28°C. La actividad biocontroladora se evalud luego de 4 dias, por
determinacion del didmetro de inhibicion del micelio de las muestras con respecto al control

positivo.



4- Evaluacion de efectos de los ramnolipidos sobre plantas de mani

Teniendo en cuenta los datos del punto anterior, se evalud sobre plantas de mani, el efecto

de aquella dosis de ramnolipidos que fuese capaz de inhibir el crecimiento fangico, a fin de

establecer si sobre plantas se produce un efecto no deseado.

El ensayo se llevd a cabo en macetas que contenian 100 g de vermiculita estéril, regadas con

100 ml de agua destilada estéril. Cada maceta porté una planta, con 10 repeticiones para

cada tratamiento los cuales fueron:

e Control, sin el agregado de ramnolipidos durante el crecimiento.

e Plantas tratadas con ramnolipidos, los cuales fueron aplicadas a los 15 y 25 dias de
colocar las plantulas en las macetas, utilizando las concentraciones determinadas en el
punto 3 de materiales y métodos.

e Plantas pretratadas con ramnolipidos, a las cuales se les aplicd el ramnolipido antes de
pregerminar las semillas, después de su desinfeccion.

Una vez desinfectadas y pre germinadas las semillas de mani, se depositaron una por

maceta. Las plantas fueron cultivadas durante 32 dias en camara de cultivo con un

fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad a 24 °C. La humedad relativa se
mantuvo al 80%. Los riegos se efectuaron en dias alternos a lo largo de 32 dias, con agua
destilada estéril y solucion nutritiva Jensen. A los dias sefialados, se rocid la totalidad de la
planta (tallos y hojas) con el ramnolipido. Al dia siguiente, se tomaron nota de los cambios
morfol6gicos observados. Se determinaron cuatro parametros en cada ensayo: longitud de la

parte aérea y raiz (cm), y peso seco de parte aérea y raiz estimados en mg/planta.

Material vegetal y desinfeccion superficial

El ensayo fue realizado con semillas de mani (Arachis hypogaea L. cv granoleico) que
fueron cedidas gentilmente por el Ing. Juan Soave del Criadero EI Carmen, General Cabrera,
Cordoba.

Para la desinfeccion de las semillas, las mismas se colocaron en un frasco estéril para
cubrirlas con alcohol etilico al 96% durante 45 segundos y posteriores cinco lavados con
agua destilada estéril. Luego se adiciond perd6xido de hidrégeno al 15% v/v, agitando
suavemente durante 7 minutos y finalmente se lavaron diez veces con agua destilada estéril.
Posteriormente, y luego de realizar una pre germinacion de las semillas, se utilizaron en el

ensayo detallado en el punto 4 de materiales y métodos.



5- Anadlisis de los datos experimentales

Las experiencias fueron realizadas en disefios aleatorizados y los valores representan las
medias de tres repeticiones. Los datos se analizaron empleando el test de ANOVA con una
comparacion multiple de variables por el test de LSD Fisher considerando diferencia
significativa un nivel de P=0,05. Todos los andlisis estadisticos se evaluaron con el software
InfoStat (Estadistica y Biometria, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad

Nacional de Coérdoba).

10



RESULTADOS
1. Ensayos de biocontrol con medio de cultivo conteniendo ramnolipidos
A continuacion se presentan los resultados obtenidos de los ensayos realizados para cada
especie de patogeno utilizados empleando la técnica de biocontrol con medio de cultivo

conteniendo ramnolipidos.

Fig. 1: Sclerotinia minor, agente causal del tizon de mani, utilizando diferentes dosis de
ramnolipidos.

Tabla 1: Comparacién de crecimiento con respecto al control de Sclerotinia minor.

Didmetro del halo (cm) Condicién Crecimiento con respecto al control
(%)
79 Control 100
2,6 0,1 g/litro ramnolipido 32
1 1 g/litro ramnolipido 12

Los datos obtenidos se observan en la figura 1 y se resumen en la Tabla 1. En el primer

ensayo realizado para el caso de Sclerotinia minor causante de Tizon en mani, se observa una
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inhibicion del crecimiento del 88% con una dosis de 1g/litro de ramnolipidos y del 68% con una
dosis de 0,1 g/litro de ramnolipidos con respecto al control, esto nos permite inferir que el
tratamiento con ramnolipidos a estas concentraciones resultara efectivo como posible agente
controlador, lo cual resultaria importante para disminuir el uso de productos quimicos los cuales
en algunos casos pueden llegar a ser nocivos, no solo para el medio ambiente, sino también para
los microorganismos que viven en la rizosfera y que son benéficos tanto para las plantas como

asi también en los distintos procesos que ocurren en el suelo.

Fig. 2: Sclerotinia sclerotiorum agente causal del tizon de mani, utilizando diferentes dosis de
ramnolipidos.

Tabla 2: Comparacion de crecimiento con respecto al control de Sclerotinia sclerotiorum.

Diametro del halo (cm) Condicion Crecimiento con respecto al control
(%)
7,9 Control 100
3,6 0,1 g/litro ramnolipido 45
14 1 g/litro ramnolipido 17
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En el caso de Sclerotinia sclerotiorum como se observa en la figura 2, la inhibicion del
crecimiento fue de 83% con dosis de 1 g/litro de ramnolipidos y de 55% con 0,1 g/litro de
ramnolipidos con respecto al control, con lo cual podemos seguir corroborando que al igual que
en el caso anterior el tratamiento con ramnolipidos puede resultar positivo en dichas

concentraciones como controlador bioldgico de dichos patdgenos.

Fig. 3: Sclerotium rolfsii, agente causal del marchitamiento de mani, utilizando diferentes dosis
de ramnolipidos.

Tabla 3: Comparacion de crecimiento con respecto al control de Sclerotium rolfsii

Diametro del halo (cm) Condicion Crecimiento con respecto al control (%)
8 Control 100
8 0,1 g/litro ramnolipido 100 (cambios morfoldgicos)
8 1 g/litro ramnolipido 100 (cambios morfoldgicos)
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En el tratamiento de este hongo en particular, Sclerotium rolfsii causante del
marchitamiento del mani, no se registré inhibicidn del crecimiento como en los casos anteriores
(figura 3 y tabla 3), pero si se pudo observar un cambio morfolégicos, con lo cual se deberia
determinar si este hongo se ve perjudicado en el crecimiento, reproduccion o patogenicidad en el
estado que se observa con 1 g/litro de ramnolipidos.

Fig. 4: Fusarium solani, agente causal de la podredumbre parda de la raiz de mani, utilizando
diferentes dosis de ramnolipidos.

Tabla 4: Comparacion de crecimiento con respecto al control de Fusarium solani.

Didmetro del halo(cm) Condicion Crecimiento con respecto al control (%)
6,2 Control 100
3,7 0,1 g/litro ramnolipido 59
31 1 g/litro ramnolipido 50

En el caso de Fusarium solani, causante de la podredumbre parda de la raiz del mani, el
crecimiento fue inhibido en un 50% con 1 g/litro de ramnolipidos y de 41% con 0,1 g/litro de
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ramnolipidos, al igual que en los dos primeros casos, se puede inferir que el tratamiento con

ramnolipidos en el control de los patdgenos es efectivo (figura 4 y tabla 4).

Fig. 5: Ensayo biocontrol I Rhizoctonia solani, agente causal de damping-off, utilizando
diferentes dosis de ramnolipidos.
Tabla 5: Comparacion de crecimiento con respecto al control de Rhizoctonia solani

Diametro del halo (cm) Condicion Crecimiento con respecto al control
(%)
8,5 Control 100
3,4 0,1 g/litro ramnolipido 40
3 1 g/litro ramnolipido 35

Con Rhizoctonia solani, causante de Damping-off (figura 5 y tabla 5), se pudo observar
que al igual que en los casos anteriores el tratamiento con ramnolipidos provocd inhibicién del
crecimiento en 65% y 60% con dosis de 1 g y 0,1 g/litro de ramnolipidos respectivamente.
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Con los datos obtenidos en este ensayo empleando la técnica de biocontrol con medio de
cultivo conteniendo ramnolipidos, se podria concluir que el tratamiento con ramnolipidos es
efectivo en la mayoria de los casos y que podria ser utilizado como un futuro biocontrolador de
patégenos. Solo restaria estudiar cémo se desarrollaria en el medio libre, a campo, bajo

condiciones ambientales naturales no controladas.

2. Ensayos de biocontrol sobre discos en diferentes concentraciones de ramnolipidos

Los resultados obtenidos al haber empleado la técnica de biocontrol sobre discos en
diferentes concentraciones de ramnolipidos se presentan a continuacion por cada especie

fangica.

S. minor S sclerotiorum S. rolfsii

\

F. solani

'E&,.

Fig. 6: Determinacion del didmetro de inhibicién del micelio de especies fungicas frente a

diferentes dosis de ramnolipido.

16



Tabla 6: Crecimiento de cada patdgeno en distintas dosis de ramnolipidos, primera repeticion.

Cepas de Hongos 4.(80 ug) 8 (160 1g) control
13/11/14 . i positivo

S. minor lcm 1,1cm 1,5cm
S. sclerotiorum 2cm 2cm 2cm
S. rolfsii 0,5cm 0,5cm 0,9cm
F. solani 0,2cm 1,2cm 1,5cm
R. solani 0,2cm 0,3cm lcm

Tabla 7: Crecimiento de cada pat6geno en distintas dosis de ramnolipidos, segunda repeticion.

Cepas de 4 (80 1g) 8 (160 1g) control
Hongos 25/11/14 K - positivo

S. minor 0,8 cm 1,2cm 1,6 cm
S. sclerotiorum 1,2cm 1,3cm 1,4cm
S. rolfsii 0 cm (sobre) 0 cm (sobre) 0 cm (sobre)
F. solani 0 cm (sobre) 0 cm (sobre) 0,6 cm
R. solani 0 cm (sobre) 0 cm (sobre) 1,2 cm

Como puede observarse en figura 6, en casi la totalidad de las especies de hongos
utilizadas en el ensayo, se observa inhibicion del crecimiento cuando son sometidas a las
concentraciones ensayadas de ramnolipidos producidos por nuestra cepa modificada de P.

aeruginosa.

En las tablas 6 y 7 se muestra la informacion de la inhibicion del crecimiento de las
cepas de hongos que fueron sometidos a las distintas concentraciones de ramnolipidos, los
mismos se obtuvieron por determinacion del diametro de inhibicion del micelio de las muestras
con respecto al control positivo. Con los datos obtenidos podemos afirmar que si bien en la
mayoria de los casos se observd reduccion del crecimiento, se obtuvieron respuestas de
inhibicion mayor, como es el caso de las cepas de hongos de S. sclerotiorum, S. minor y F.
solani en donde los valores de inhibicion del diametro del micelio del hongo a una concentracion
de 160ug fueron 1,3cm; 1,2cm y 1,2cm respectivamente y en cuyos casos el control postivo
presentd inhibiciones de 1,4cm; 1,6cm y 1,5cm para los mismos. Para los casos de S. rolfsii y R.
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solani el didmetro de inhibicion del micelio fue de 0,5cm y 0,3cm respectivamente a igual dosis

gue en los hongos anteriores y su control positivo mostro inhibiciones de 0,9cmy 1cm.
3. Evaluacion de efectos de los ramnolipidos sobre plantas de mani

Luego de establecer que existe un efecto de los ramnolipidos de P. aeruginosa sobre
ciertos hongos patdégenos de mani, se procedid a realizar un ensayo de aplicacion de estas

moléculas bacterianas sobre semillas de mani.

Fig. 7: Plantas de Mani de 33 dias. Ensayo Pretratado, donde se adicion6 a la semilla 0,1g de

ramnolipidos.
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Fig. 8: Plantas de Mani tratamiento 33 dias. Ensayo Tratamiento, donde se adicioné a las
plantulas 0,1g de ramnolipidos a los 15 y 25 dias.

Fig. 9: Plantas de Mani 33 dias. Ensayo Pretratado, donde se adicion6 a la semilla 1g de

ramnolipidos.
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Fig. 10: Plantas de Mani tratamiento 33 dias. Ensayo Tratamiento, donde se adiciond a las
plantulas 1g de ramnolipidos a los 15 y 25 dias.

Fig. 11: Plantas de Mani Control de 33 dias de crecimiento.
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Los valores obtenidos de la aplicacion de ramnolipidos en la semilla o sobre plantas en

crecimiento se resumen en las siguientes tablas.

Tabla 8: Peso individual fresco y seco de raiz y tallos de A. hypogaea para cada tratamiento.
P. fresco P. fresco P. Seco P. Seco

Tratamiento  N°de planta ~ Tallo (9) Raiz (g) Tallo (g) Raiz (g)

Control 1 7,1 1,9 0,9 0,2
Control 2 4,9 1,7 0,5 0,1
Control 3 4,9 1,6 0,6 0,1
Control 4 4,7 1,9 0,5 0,1
Control 5 5,3 2,5 0,6 0,2
Control 6 3,7 1,3 0,4 0,1
Control 7 5,6 1,4 0,7 0,1
Control 8 4,3 2,2 0,4 0,1
Pretratado 19 1 3,1 2 0,3 0,1
Pretratado 19 2 2,7 1,1 0,2 0
Pretratado 19 3 3,4 1,3 0,3 0
Pretratado 19 4 4,7 2 0,6 0,1
Pretratado 19 5 7.6 2,9 0,9 0,3
Pretratado 19 6 4 1,6 0,4 0,1
Pretratado 19 7 7,3 2,3 0,8 0,2
Pretratado 0,1g 1 4,9 1,8 0,5 0,1
Pretratado 0,1g 2 5 2,1 0,5 0,2
Pretratado 0,19 3 6,7 2,4 0,7 0,2
Pretratado 0,1g 4 4.7 1,9 0,5 0,2
Pretratado 0,19 5 6,1 2 0,6 0,1
Pretratado 0,19 6 5 2,1 0,4 0,1
Pretratado 0,1g 7 3,2 1,6 0,4 0,1
Tratado 0,19 1 6,6 2,4 0,8 0,3
Tratado 0,19 2 4.4 1,6 0,5 0,1
Tratado 0,19 3 6,5 2,1 0,6 0,1
Tratado 0,1g 4 6,6 2 0,8 0,2
Tratado 0,19 5 3,8 1,6 0,3 0
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Tratado 0,19

Tratado 0,19

Tratado 0,19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19
Tratado 19

55

5,9
6,1
6,3
4,6
6,6
3,5
4,8
6,1
4,9

2,5
1,9

2,6
2,4
1,6
3,9
1,2
2,3
2,3
1,8

0,5
0,5
0,7
0,7
0,7
0,5
0,7
0,4
0,5
0,7
0,5

0,1
0,1
0,2
0,2
0,2

0,3

0,1

0,2
0,1

Tabla 9: Promedio y desvios de pesos frescos y secos de raiz y tallos de A. hypogaea para cada

tratamiento

Promedio P
Fresco Tallo
Control 5,0625+0,9433
Pretratado 1g 4,6857+1,8481
Pretratado 0,1g 5,0857+1,0273
Tratado 19 5,3625+1,004
Tratado 0,1g 5,537540,9949
Anélisis de Anova
TRATAMIENTOS
Control I
pretratado 1g Il
pretratado 0,19 i
tratado 19 v
tratado 0,1g \

Promedio P
Fresco Raiz
1,8125+0,3756 0,575+0,1561
1,8857+0,5692
1,9857+0,2356 0,5142+0,0989
2,2625+0,7581 0,5875+0,1165

Promedio P

Seco Tallo

0,5+0,2507

2,0125+0,3059 0,5875+0,1615

Promedio P
Seco Raiz
0,125+0,0433
0,1142+0,0989
0,1428+0,0494
0,1375+0,0992
0,1375+0,0856
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ANOVA DE PESO FRESCO TALLO

Variable N R? R2A] CV
Peso fresco tallo 38 0,05 0,00 2488
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo. 316 4 0,79 048 0,7511
Tratamientos 3,16 4 0,79 048 0,7511
Error 54,41 33 1,65
Total 57,57 37

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,34305
Error: 1,6489 gl: 33

Tratamientos Medias n E.E.
1 469 7 049 A
I 506 8 045 A
Il 509 7 049 A
V 536 8 045 A

v 554 8 045 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 10: Anova de peso fresco de tallo

ANOVA PESO FRESCO RAIZ

Variable N R2 R2A] CV
Peso fresco raiz38 0,09 0,00 26,37
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 093 4 0,23 084 05122
Tratamientos 0,93 4 0,23 0,84 05122
Error 9,13 33 0,28
Total 10,06 37

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,55025
Error: 0,2768 gl: 33

Tratamientos Medias n E.E.

I 181 8 019 A

I 1,89 7 020 A
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11 199 7 020 A
v 201 8 019 A
\ 226 8 019 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 11: Anova de peso fresco de raiz

ANOVA DE PESO SECO TALLO
Andlisis de la varianza
Variable N R? RZA] CV
Peso seco tallo 38 0,05 0,00 31,68
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC _ dl CM F p-valor
Modelo. 005 4 0,01 043 0,7879
Tratamientos 0,05 4 0,01 043 0,7879
Error 1,02 33 0,03
Total 1,07 37

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,18398
Error: 0,0309 gl: 33

Tratamientos Medias n E.E.
I 050 7 0,07 A
" 051 7 0,07 A
I 058 8 006 A
\% 059 8 006 A

v 059 8 006 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 12: Anova de peso seco de tallo

ANOVA DE PESO SECO RAIZ
Anadlisis de la varianza
Variable N R? RZA] CV
Peso seco raiz 38 0,02 0,00 6457
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 3,9E-03 4 9,7E-040,13  0,9684




Tratamientos
Error
Total

3,9E-03 4

0,24 33
0,24 37

9,7E-040,13
0,01

0,9684

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08886
Error: 0,0072 gl: 33

Tratamientos Medias n E.E.
I 011 7 003 A
I 0,13 8 003 A
v 0,14 8 003 A
\ 0,14 8 003 A
i 014 7 003 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 13: Anova de peso seco de raiz

Peso (gr)

Peso Fresco Tallo Peso Fresco Raiz

Il Control

I Pretratado 1gr
Il Pretratado 0,1gr
I Tratado 1gr
I Tratado 0,1gr

Peso Seco Tallo Peso Seco Raiz

Condicion

Graéfico 1: Relacién peso fresco y seco de raiz y tallos para cada tratamiento.
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En los resultados arrojados por este ensayo, en donde se evalud el efecto de la aplicacién
de los ramnolipidos sobre semillas y sobre plantas de mani, no se observaron efectos no
deseados sobre el cultivo en ninguno de los tres tratamientos realizados, si bien las plantas
tratadas con ramnolipidos presentaron un leve aumento del peso promedio tanto en tallos como
en raiz (tabla 9) lo cual podria indicar un efecto beneficioso sobre las plantas aunque este no fue
evaluado, el mismo aumento no es significativo con respecto al resto de los tratamientos.

En los datos analizados con el test de ANOVA los resultados demuestran que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en las plantas cultivadas; con lo
cual podemos concluir que las plantas no son afectadas negativamente con las dosis de
ramnolipidos evaluadas.

Como puede observarse en la tabla 9 las plantas que recibieron tratamiento tanto de 1g
como de 0,1 g de ramnolipidos presentaron un leve aumento en el promedio del peso fresco
tanto en tallo como en raiz, en el caso del promedio de peso seco si bien también se vio un leve
aumento con respecto al control este no es demasiado significativo. En las plantas en las que se
realiz6 un pretratamiento en la semilla también se presentd un pequefio aumento en todos los
casos aunque fue menor que en las plantas tratadas, esto podria indicar que las plantas que
recibieron tratamiento con ramnolipidos podrian obtener beneficios en su crecimiento, para ello
deberia realizarse un estudio mas profundo sobre las posibles causas de estos aumentos en los

promedios de los pesos.
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DISCUSION

Las enfermedades producidas por microorganismos fitopatdgenos, tales como bacterias,
nematodos u hongos, constituyen la mayor causa de pérdida en la produccion agricola, tanto en
cosecha como en postcosecha. Dentro de los distintos fitopatdgenos, los hongos constituyen uno
de los principales grupos tanto por la diversidad de especies existentes como por las pérdidas
que originan. La manera tradicional de combatir tales pérdidas se basa en el empleo de
compuestos quimicos (control quimico), los cuales se caracterizan por una elevada eficacia y por
una gran rapidez en el control, pero también por ser toxicos inespecificos que eliminan, junto
con los organismos fitopatdgenos, otros organismos beneficiosos. Los inconvenientes que
presenta el control quimico se han potenciado en los Ultimos afios debido al cambio en los
sistemas de cultivo (monocultivos, explotaciones intensivas, etc.). Esto, unido a una mayor
concienciacion social ante el enorme deterioro medioambiental que supone la utilizacién masiva
de compuestos quimicos, ha provocado un gran interés en la busqueda de sistemas de control
alternativos. En este sentido, una estrategia que esta dando un buen resultado es la utilizacion de
microorganismos que son antagonistas de los agentes infecciosos y que desplazan a éstos de una
manera natural (control bioldgico).

La evaluacion que se llevo a cabo en este trabajo fue Actividad biocontroladora de
ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa sobre hongos patégenos de mani.

Si bien hoy en dia el estudio de ramnolipidos como agentes biofunguicidas esta recién en
sus comienzos; hay estudios que se han llevado a cabo de otros biosurfactantes producidos por
bacterias que actlan de manera similar como biofungicidas en diversos cultivos. Este es el caso
de Pseudomonas fluorescens que es capaz de inhibir el crecimiento de Phytophthora infestans en
el cultivo de papa (Rivera et al., 2010) y también se ha encontrado que tiene efecto sobre
Rhizoctonia solani (Bajsa, 2003).

De manera similar a Pseudomonas se encuentra Trichoderma harzianum,
comercializadas hoy en dia como controlador biolégico de hongos en semillas de trigo y cereales
de invierno (Rizobacter, 2014). Estos microorganismos, al igual que la abordada en esta tesis, se
caracterizan por ser faciles de aislar, de crecer y mantener en el laboratorio, no causan dafios en
las plantas y no afectan los organismos vivos del suelo.

Los resultados de la actividad biocontrolodora de ramnolipidos producidos por
Pseudomonas aeruginosa sobre hongos patégenos de mani en este trabajo coinciden con las
investigaciones llevadas a cabo por Bajsa (2003), quien determind que la produccion de factores

antifungicos de la cepa Pseudomonas fluorescens inhibe el crecimiento de Rhizoctonia solani.
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Como puede observarse en las fotografias de las figuras 1, 2, 3, 4, 5y 6, en casi la
totalidad de las especies de hongos utilizadas en el ensayo, se observa inhibicidn del crecimiento
cuando son sometidas a las concentraciones ensayadas de ramnolipido producidos por nuestra
cepa modificada de P. aeruginosa.

Particularmente en el caso de Fusarium solani y Rhizoctonia solani, la disminucion del
crecimiento fue superior al 50% con 1 g/litro de ramnolipidos en el medio sélido (figura 4 y 5).
Sin embargo, con Sclerotinia minor y Sclerotinia sclerotiorum, la inhibicién del crecimiento fue
del 100%, ya que lo que se observa en la foto es el taco de agar que se utiliza para iniciar el
crecimiento del hongo en la placa de APG (figuras 1y 2).

En algunos casos, ademés de la disminucién del halo de crecimiento pueden observarse
otros cambios, como disminucién o pérdida total de las estructuras reproductivas del hongo,
como puede observarse en la fotografia figura 3 como ausencia de estructuras “algodonosas
blancas” cercanas al borde la placa. Especificamente en el caso de Sclerotium rolfsii, se puede
observar un cambio morfolégico muy marcado, sin embargo no se observa disminucion del
crecimiento (figura 3). En ese caso se deberia determinar si este hongo se ve afectado en el
crecimiento, reproduccion o patogenicidad en el estado que se observa con 1 g/litro de
ramnolipido. También concuerda con estudios realizados por Rivera (2010) en el cual se observé
la respuesta de biosurfactantes producidos por Pseudomonas fluorescens para el control de
Phytophthora infestans.

En ambos ensayos de Biocontrol realizados, se aprecia un efecto positivo del
ramnolipido sobre los hongos tratados.

Ademés de los estudios mencionados anteriormente se encuentra actualmente en el
mercado un controlador biolégico de patdgenos en semillas de trigo que esta formulado en base
al hongo Trichoderma harzanium, reconocido por ser uno de los principales agentes de control
bioldgico de Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana y Drechslera tritici repentis. Este
producto fue desarrollado por cientificos del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola del
INTA — Castelar y es comercializado por la empresa Rizobacter.

Otro aspecto de interés estudiado fue el efecto del ramnolipido sobre las plantas de mani,
las cuales fueron sometidas a las dosis que resultd en la inhibicion del crecimiento fingico, en
donde no se observo efectos no deseado sobre el cultivo en ninguno de los tres tratamientos
realizados (figuras 7, 8, 9, 10 y 11 y tablas 8 y 9). Si bien las plantas tratadas con ramnolipidos
(los cuales fueron aplicados a los 15 y 25 dias de colocar las plantas en las macetas) presentaron

un leve aumento del peso promedio tanto en tallos como en raiz, se podria indicar un efecto

28



beneficioso sobre las plantas aunque este no fue evaluado, el mismo aumento no es significativo
con respecto al control (plantas sin tratamiento de ramnolipidos)

En los datos analizados con el test de ANOVA los resultados demuestran que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en las plantas cultivadas; con lo
cual podemos concluir que las plantas no son afectadas negativamente con las dosis de
ramnolipidos evaluadas.

En el presente trabajo si bien se obtuvieron resultados favorables, debe tenerse en cuenta
que estos ensayos fueron realizados in vitro en laboratorio, sin saber cudl seria su desarrollo o
comportamiento a campo en donde se pueden encontrar otros microorganismos.

Los ramnolipidos muestran efectos interesantes tal como se ven en los resultados. Donde
los mismos a nivel de laboratorio demuestran ser capaces de inhibir el crecimiento de algunos
hongos, lo que denota que es posible con el avance de su estudio que el mismo pueda ser
utilizado en un futuro a nivel de campo como control bioldgico eficiente.

Por altimo es importante mencionar que no existen suficientes antecedentes de la
respuesta de Pseudomonas aeruginosa como biofunguicidas frente a distintos tipos de hongos
patégenos en diversos cultivos, por lo que seria interesante continuar con esta investigacion para

conocer cdmo se comporta la especie a campo y ante distintas especies de patdgenos.
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CONCLUSION

En este estudio se demostr6 que los ramnolipidos producidos por la bacteria
Pseudomonas aeruginosa poseen actividad biocontroladora inhibiendo el crecimiento de hongos
patégenos de cultivos de mani. En algunos casos produciendo una disminucion del crecimiento
superior al 50%, como fue el caso de Fusarium solani y Rhizoctonia solani, y en otros casos con
una inhibicion del 100% como lo fue para Sclerotinia minor y Sclerotinia sclerotiorum, con una

dosis de 1 g/litro de ramnolipido.

Si bien hubo una especie Sclerotium rolfsii en la que no se vio afectado su crecimiento,
la misma si presentd un cambio morfoldgico muy marcado, quedando pendiente el estudio de la

inhibicién de su crecimiento con una dosis de ramnolipido mayor.

En cuanto al efecto de los ramnolipidos sobre las plantas de mani, no se han encontrado

evidencias de que los mismos las afecten negativamente.
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